Centro de Investigacion en alimentacion y
Desarrollo, A. C.

ACEITE ESENCIAL DE OREGANO ADICIONADO A
RECUBRIMIENTOS DE PECTINA COMO TRATAMIENTO
ANTIFUNGICO, ANTIOXIDANTE Y SABORIZANTE EN
FRUTOS DE TOMATE

por:

l. Q. Isela Rodriguez Garcia

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Agosto 2013



DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en esta tesis es propiedad intelectual del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten
y agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso
especial del autor, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la
reproduccién parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera contar
con la autorizacioén escrita del Director General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de
los datos contenidos en esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa

autorizacioén escrita del manuscrito en cuestion del director de tesis.

o

Dr. Pabté Wong Gpnzalez
Director General




APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de lIsela
Rodriguez Garcia la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea

aceptada como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias

Dr. Jesu 'er/nando Ayala Zavala
irector de tesis

~ !
mj S\ ‘ff wm €
Dr. Gu avosf Génzalez Aguilar
Asesor -

\ﬁr&ncfa A .Nq,"/m/ ,é;
M. C. Brenda Adriana Silva Espinoza
Asesor

}/(aMMC( /()/W'd‘ 2o

M. C. Manuel Reynaldo Cruz Valenzﬁf'
Asesor




AGRADECIMIENTOS

CONACYT por el apoyo prestado durante el posgrado.

Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C.

Coordinacion de Tecnologias de Alimentos de Origen Vegetal

A mi Director de tesis, Dr. Jesus Fernando Ayala Zavala que confié en mi y me
dio todo su apoyo, también por su gran paciencia y dedicacion que hizo de esta

maestria una gran experiencia.

A los miembros del comité de tesis: Dr. Gustavo Adolfo Gonzalez Aguilar, M. C.

Brenda Adriana Silva Espinoza y M. C. Manuel Reynaldo Cruz Valenzuela

A mis amistades: Thalia, Rosy, Francisco Javier, Luis, Juan, Tavo, Rigo,
Cristian, América, Elena, Ivan, Araceli, Giovanna, Marisol, Gaby, Victoria,
Ramén, Roxana, Elda. Gracias por tantos momentos agradables que me

hicieron pasar e hicieron de esta estancia un tiempo agradable.



DEDICATORIA

Primero quiero dar gracias Dios por haberme permitido estar en CIAD y poder

lograr terminar la maestria.

A mis padres, Estela y Victor, que me apoyaron desde Mexicali, con palabras
de aliento para terminar la maestria. A mi hermano Victor, que ha sido el mayor
ejemplo a seguir de mi vida. También a mi sobrino Sebastian que quiero mucho,
y que aun cuando estaba lejos siempre me decia cosas por teléfono que me

levantaban mucho el animo.

A mis abuelos y tios que siempre tuve el apoyo de ellos.

A mis grandes amigos del alma de CIAD que quiero mucho, Lili y Valentin, que

hicieron de estos dos afios una de las mejores experiencias de mi vida.

A mis amigas de la preparatoria, Liz, Kennya, Mitsy, Eliana y Thalia, que

seguimos unidas después de 10 afios de amistad.

A mis amigas de Mexicali, Karla y Mariel, que siempre estuvieron al pendiente

de mi, a pesar de la distancia siempre seguimos unidas.



CONTENIDO

LiSta 08 FIQUIAS ...cooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et viii
S ¢z W [T O =T [ {01 PP X
RESUMEN ... Xi
INTRODUCCION ..ottt sttt e ne e enenens 1
ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION ..ottt 4
Importancia de l0s FrutosS deTOmate ..........ccoovvvviiiiiiiii i 4
Recubrimientos ComestibIeS ..........covvviviiiiiiiiiiiiiiiie 6
Componentes Quimicos Presentes en el Aceite Esencial de Orégano ....... 8
AEO como un Aditivo Antioxidante en AlIMentos .........cccccvvvvvvviiieiiiiiieieennn. 9
AEO como un Aditivo Antimicrobiano en AlIMentos ........ccccccvvvvevveveeeeennnn. 11
Propiedades Sabor-Aroma del Orégano como Aditivo Alimentario ........... 16
HIPOTESIS ..ottt ettt ne e 18
OBUJIETIVOS . ..ottt ettt e e e e e e e e e s e st e e e e e e e e e e aanns 19
ODJELIVO GENETAL......cci oo 19
ODbjetivos ESPECITICOS .....uuuieiiiiieeiiiiiieeeeee e 19
MATERIALES Y METODOS ..ottt 20
Identificacion de Compuestos Volétiles de AEO por CG-MS..................... 20
Actividad Antifangica In Vitro del AEO............oooviiiiiiii e 21
Actividad Antioxidante In Vitro de los Recubrimientos..........cccccccvvvvveeeee.n. 21
Contenido de Carvacrol en los Recubrimientos.............cccccvvvvviiiiinnnnnnns 22
Inhibicidn del Radical Estable DPPH..........cccooviiiiiiiiiiie e 22
Inhibicion del Radical ABTS ..o oo 23
Material Vegetal...........ouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 23
Caracterizacion de 10S TOMALES ......ccooveeiieiieiee e 23
(@] o ] CH PR PUURPPPRPRT 25
FIMMEZA. e e eaee 25
SOlidos Solubles TOotaleS (SST) ..uuuuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeirnrr——.. 25

vi



Acidez Titulable Yy PH .....oove 26

Actividad Antioxidante de los Tomates Tratados con los Recubrimientos de

PeCHiNG + ABEO ....oiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 26
indice de Deterioro Fungico en los Tomates Cubiertos..............cccveven.... 26
Analisis Sensorial de Olory Sabor ..o 27
ANAlISIS ESTAdiSTICO.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeeeee e 28
RESULTADOS Y DISCUSION .....cooouiiieeeeeeeeeeeeee e 29
Etapa I: Formulacion de Recubrimientos Comestibles Antifungicos y
Antioxidantes a Base de Pectinay AEO...........oooiiiiiiiiiiiieeiiiieeee e, 29
Caracterizacion de los Compuestos Volatiles del AEO ...........cccceeevees 29
Actividad antifingica in vitro de AEO contra A. alternata ....................... 31
Contenido de Carvacrol y Capacidad Antioxidante ..................ccceeeeeeees 33

Etapa Il: Evaluar el Efecto de la Aplicacion de los Recubrimientos
Comestibles Sobre el Deterioro Fungico, Capacidad Antioxidante y

Aceptabilidad Sensorial de Frutos de Tomate ........ccoooeevvvvviiiiiiiiiiee e, 37
Efecto antifingico en frutos de tomates ...........ccccoeveeieeiiiiiiiiiiie e, 37
Capacidad antioxidante de los tomates tratados con los recubrimientos
110 0 4111 = To [0 17O 41
ANALISIS SENSOMAl .....covviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 46

CONCLUSIONES ... ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ane 49
RECOMENDACIONES. ......o e e e 50
REFERENCIAS ...ttt e e e e e e rea e e e es 51

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Mecanismo antimicrobiano de carvacrol y timol
desintegrando la membrana externa, liberando el contenido
citoplasmatico y consecuentemente, cambiando la
permeabilidad pasivadelacélula.........................oenl 11
2. Mecanismo antifungico de carvacrol y timol, los cuales se
unen a enzimas claves de pared celular y membrana celular,
mediante puentes de hidrogeno con sus sitios activos. Lo
que trae como consecuencia cambios en la adhesion
celular, contenido de iones, sintesis de ergosterol,
provocando todo esto la muerte celular............................. 13
3. Perfil de compuestos volatiles de AEO por CG-MS: 1: B-
pineno, 2: a-terpineno, 3: eucaliptol, 4: y-terpineno, 5: p-
cimeno, 6: linalilo antranilato, 7: timol metil éter, 8: 4-
terpinenol, 9: cariofileno, 10: a- cariofileno, 11: timol, 12: o-
tert-butilfenol, 13: carvacrol, 14: 3-tert-butil-4-metoxi fenol .... 30
4. Efecto antifangico in vitro de AEO contra A. alternata,

incubadaa28°Cpor5dias .......cccoevviiiiiiiiiii 32
5. Contenido de carvacrol de los recubrimientos de pectina
adicionados CONAEO ..o 34

6. Capacidad antioxidante de los recubrimientos de pectina
adicionados con AEO utilizando los ensayos del radical
DPPH (A) Y ABTS (B) +vvitiiiiiieeeeeeeee et 35
7. Efecto antifungico de AEO en tomates inoculados con A.
alternata almacenados durante 12 diasa 12.5°C............... 38
8. Efecto global del indice de deterioro fungico en tomates
tratados e inoculados con A. alternata almacenados durante
12 dias @ 12.5 °C. i 40



9. Contenido de fenoles totales (A) y capacidad antioxidante
(B) de los frutos de tomate tratados con los recubrimientos
de pectina adicionados con AEO almacenados durante 12
dias @ 12.5 OC. i

10.Efecto global del contenido de fenoles totales (A) y
capacidad antioxidante (B) de los frutos de tomate tratados
con los recubrimientos de pectina adicionados con AEO
almacenados durante 12 diasa 12.5°C.........ccceeevviiinennnn.

11.Evaluacion de la aceptabilidad de olor y sabor de los frutos
de tomate, almacenados 12 diasa 12.5°C........................

42

44



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina

1. Notas de aroma/sabor de los componentes que otorgan el

sabor caracteristico del AEO.......coooee i, 16

2. Caracterizacion fisicoquimica de los frutos de tomate....... 24



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue formular recubrimientos de pectina con
propiedades antioxidantes y antifingicas otorgadas por la adicion del aceite
esencial de orégano (AEO). Ademas de evaluar el efecto de su aplicacion sobre
el deterioro fangico, capacidad antioxidante y aceptabilidad sensorial de frutos
de tomate. Los compuestos volatiles mayoritarios del AEO fueron carvacrol
(47.4%), p-cimeno (26.44%) y timol (3.02%), a los cuales se les atribuye el
aroma, la actividad antioxidante y antimicrobiana de este aceite. La
incorporacion del AEO (15.7, 25.9 y 36.1 mg/mL) incrementé (p<0.05) el
contenido de carvacrol y la capacidad antioxidante (ensayo del radical DPPH y
ABTS) de los recubrimientos. De manera especifica, la concentracion mayor del
aceite (36.1 mg/mL) en los recubrimientos formulados tuvo el mayor incremento
del contenido de carvacrol, inactivacion de DPPH y ABTS, siendo 2.6, 2.9y 3.3
veces mayor que los recubrimientos adicionados con 15.7 mg/mL de AEO. Por
otro lado, las tres concentraciones de aceite adicionado fueron efectivas para
inhibir el crecimiento in vitro de A. alternata y las concentraciones mas altas
fueron las méas efectivas para inhibir el crecimiento del hongo en tomates
inoculados. Adicionalmente, los frutos tratados presentaron un incremento
(p<0.05) en el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante. En cuanto a
la aceptabilidad sensorial de olor de los frutos tratados no se observaron
diferencias (p>0.05); sin embargo, la concentracion méas baja (15.7 mg/mL),
pectina y el testigo fueron las de mayor aceptabilidad en sabor. Estos
resultados comprueban el potencial que tiene el AEO como agente antifungico,
ademas de incrementar el contenido y capacidad antioxidantes en los frutos
tratados.

Palabras claves: Alternaria alternata, carvacrol, Lippia graveolens.
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ABSTRACT

The main goal of this work was to formulate pectin edible coatings with
antioxidant and antifungal properties granted by the addition of oregano
essential oil (OEO). Also, to evaluate the effect of the application of the
formulated coatings on the fungal decay, antioxidant capacity and sensorial
acceptability of tomato fruit. The major volatile compounds of the OEO were
carvacrol (47.4%), p-cymene (26.44%) and thymol (3.02%), which previously
studies described as aroma, antioxidant and antimicrobial agents. The
incorporation of OEO (15.7, 25.9 y 36.1 mg/mL) in the pectin coatings increased
(p <0.05) its carvacrol content and antioxidant activity (inhibiting DPPH and
ABTS radical). Specifically, the higher OEO concentration (36.1 mg/mL) added
to the formulated coatings showed the highest carvacrol content, DPPH and
ABTS inhibition activities, with values of 2.6, 2.9 and 3.3 times higher than the
coatings added with 15.7 mg/mL of OEO. Besides, the three concentration of
OEO were effective to inhibit the growth in vitro of A. alternata, and the highest
concentrations were the most effective to inhibit the fungi growth on inoculated
tomatoes. Aditionally, the fruits treated showed a higher total phenol content and
antioxidant activity (p> 0.05). Concerning the sensorial evaluation of odor
acceptability, there were no differences (p> 0.05) between the different applied
treatments; however, the lowest concentration (15.7 mg/mL), pectin and control
showed higher flavor acceptability. These results demonstrated the potential of
OEO as antifungal agent, in addition to increase the antioxidant content and
activity of the treated tomatoes.

Keywords: Alternaria alternata, carvacrol, Lippia graveolens.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE) son mezclas de compuestos volétiles
obtenidos de plantas, entre éstos estan, el de clavo, romero, tomillo y orégano,
los cuales poseen actividad antimicrobiana (Hossain et al., 2008, Benavides et
al., 2012). Existen datos publicados de la actividad antibacteriana de AEs
aplicados en alimentos, mostrando diferentes valores de eficacia dependiendo
el tipo: orégano/ clavo/ semilla de cilantro/ canela> tomillo> menta > romero>
mostaza> cilantro/ salvia (Burt, 2004). Lo anterior hace evidente que el aceite
esencial de orégano (AEO) es uno de los aceites antimicrobianos mas potentes.
Estudios recientes también han mostrado la efectividad antioxidante de este
aceite, lo que sugiere que podria ser utilizado en la elaboracién de alimentos
con propiedades antioxidantes funcionales (Loizzo et al., 2009), con una mejor
estabilidad a la oxidacioén lipidica (Handl et al., 2008), y con un olor y sabor
nuevo (Ayala-Zavala et al., 2009). Por estas razones el AEO puede ser
considerado una valiosa fuente de aditivo para la industria alimenticia.

Existen una gran variedad de especies de plantas que son designadas
con el nombre de orégano (Amadio et al., 2011). La mayoria de ellas
pertenecen a los géneros Origanum (Lamiaceae) y Lippia (Verbenaceae).
Dentro del género Origanum existen diferentes especies, las cuales son nativas
de la regibn de mediterraneo, siendo O. vulgare L. y otras especies
relacionadas (O. viride y O. virens) las mas representativas (Martinez-Rocha et
al., 2008). De igual manera, varias especies conforman el género Lippia, dentro
de las cuales se encuentran dos tipos de oréganos populares mexicanos: Lippia
graveolens Kunt (sinénimo: Lippia berlandieri Schauer) y Poliomintha longiflora

A. Gray (Rivero-Cruz et al., 2011). En general, la familia del orégano se



compone de muchas especies, todas ellas con diferentes sabores y aroma. Es
por esta razon que es importante analizar las caracteristicas de los diferentes
tipos de oréganos asi como su composicion quimica.

Ademas de ser utilizado como aditivo antioxidante y antimicrobiano en
los alimentos, el orégano es tradicionalmente usado en la preparacién de los
platillos italianos, griegos y mexicanos (Bansleben et al., 2010). Sus hojas
pueden ser agregadas a sopas, guisos, salsas, estofados, huevos, aceite de
oliva, pizza y platillos basados en tomate (America, 2005). Esta informacién
revela que el orégano también se utiliza como agente saborizante o sazonador
en la mayoria de las cocinas alrededor del mundo.

Se ha demostrado que carvacrol y timol, son los principales responsables
de la actividad antifungica y antioxidante del AEO (Govaris et al., 2010). Como
resultado de su cardcter lipofilico, pueden causar una expansion en la
membrana fungica, la alteracion en las enzimas de mantenimiento, y alteracion
de los procesos de transporte de iones (Cristani et al., 2007). Estos compuestos
tambien actlan como agentes antioxidantes, ya sea a través de la inhibicién de
enzimas causantes de oxidacion o por donacion de atomos de hidrégeno o un
electron a los radicales libres (Sanchez-Escalante et al., 2003). Esto hace
evidente que el AEO puede ser utilizado en cualquier matriz alimentaria que
sufra deterioro fungico, siendo uno de los frutos susceptibles a esta infeccion es
el tomate.

Los frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.) son ampliamente
consumidos frescos o procesados (Benakmoum et al., 2008). El tomate
contiene biomoléculas como licopeno, acido ascorbico, flavonoides y vitamina E
(Demirbas, 2010). Ademas, presenta propiedades que ayudan a la salud
humana, y por lo tanto si se le agrega un aditivo con mas actividad antioxidante
se podria aumentar tales propiedades. A pesar de esto, los tomates son
suceptibles a la contaminacion por hongos como son los del género Alternaria,
Botrytis, Cladosporium, Fusarium, Rhizoctonia, y Rhizopus (Cardillo et al.,
2009). Como solucién a esta problematica se han usado antifungicos sintéticos,

sin embargo, su uso se ha relacionado con problemas ambientales y a la salud



de los consumidores (de Azeredo et al., 2011). Es por esto, que existe un
creciente interés por la utilizacion de aditivos de origen natural.

Una manera de aplicar conservadores naturales en la poscosecha de
frutas es el uso de recubrimientos comestibles, los cuales son capas delgadas
que cubren a los alimentos (Falguera et al., 2011). Estos son capaces de
controlar la humedad, gases y migracion de lipidos (Campos et al., 2011) y se
pueden formular a partir de lipidos, proteinas o polisacéaridos. La pectina es un
polisacarido hidrosoluble utilizado para la formacion de recubrimientos
comestibles (Moalemiyan et al., 2012). Esta ha sido usada para controlar la
atmosfera interna de los frutos y retardar la senescencia, debido a que provee
una barrera parcial a la humedad, O, y CO, (Medeiros et al., 2012).
Adicionalmente, es posible agregar AEs durante la formulacion de los
recubrimientos. Por lo anterior, en este trabajo se plantea la adicion de AEO en
recubrimientos de pectina para ofrecer proteccion antifingica, enriquecer el

potencial antioxidante y otorgar un sabor agradable a frutos de tomate.



ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Importancia de los Frutos deTomate

Los tomates (S. lycopersicum L.) son ampliamente consumidos crudos o
procesados y pueden proveer una proporcion significantiva del total de
antioxidantes en la dieta (Benakmoum et al., 2008). El potencial antioxidante del
tomate es debido a la presencia de una mezcla de biomoléculas como licopeno,
acido ascorbico, fenoles y vitamina E (Kaur et al.,, 2004). Sin embargo, estos
son suceptibles al deterioro microbiano durante el almacenamiento. Tal
contaminacion puede ocurrir en la precosecha con el agua de irrigacién, y en
poscosecha debido al mal manejo durante su colecta, lavado, procesamiento
minimo, distribucién, y en la preparacion de alimentos (Cardillo et al., 2009).

Para la industria del tomate en México, la pudricidbn negra producida por
Alternaria alternata, se ha convertido en la enfermedad mas importante de los
tomates (Sanchez-Dominguez et al., 2011). Este patdégeno puede producir
metabolitos en los frutos de tomate y pueden ser un riesgo a la salud humana
(Pose et al., 2009). Ademas, cuando la incidencia de A. alternata es superior al
8%, los productores reciben descuentos en la cosecha o es rechazada por la
industria, trayendo como consecuencia pérdidas signficativas (Félix-Gastelum y
Galvez-Figueroa, 2002). Es por esto, que se buscan tecnologias que controlen
el desarrollo del deterioro en este fruto (Tzortzakis, 2010). Una solucion ha sido
el uso de quimicos sintéticos, sin embargo, han surgido nuevas cepas de
patdgenos resistentes a estos productos y ademas su uso se ha relacionado

con posibles enfermedades carcinogénicas (Feng y Zheng, 2007).



Por lo anterior, se han buscado otras alternativas para combatir la problemética

en estos frutos.

Recubrimientos Comestibles

Los recubrimientos comestibles (RC) son capas delgadas que cubren a
los alimentos (Falguera et al., 2011). Estos pueden formar una microatmaosfera
alrededor del producto, la cual sirve como barrera para el O, y CO, vapor de
agua y compuestos aromaticos, disminuyendo asi la respiracién del fruto y la
pérdida de agua (Davila-Avina et al., 2010). Los RCs son formulados a partir de
proteina, lipidos o polisacéaridos, como carboximetilcelulosa, quitosano o pectina
(Falguera et al., 2011).

Las pectinas son usadas principalmente en alimentos por su propiedad
gelificante, la cual es influenciada por su grado de esterificacion. En estudios
gue se realizaron con mangos aplicando RCs de pectina, se han reportado
valores bajos de permeabilidad de oxigeno (de S. Medeiros et al., 2012).
Ademas, a los RCs se les pueden incorporar agentes antimicrobianos naturales,
liberandolos a la superficie de los alimentos, donde inicia el deterioro por el

crecimiento microbiano (Bierhalz et al., 2012).

Aceite Esencial de Orégano: Usos Culinarios y Propiedades Bioactivas

El orégano ha sido cultivado desde la antigiedad, gracias a sus
propiedades culinarias y terapéuticas (Tibaldi et al., 2011). Es originario del
mediterrdneo y Euroasia. Los primeros registros de Origanum datan de 1600-
1200 A. C., cuando imagenes de la planta fueron inscritas en tablas por los
Hititas de Asia menor/Siria (America, 2005). Existen principalmente cuatro
grupos de orégano que son usados con propdsitos culinarios: el griego
(Origanum vulgare ssp. hirtum), el espafiol (Coridohymus capitatus), el turco

(Origanum onites L.), y el mexicano (Lippia graveolens K.) (Arcila-Lozano et al.,



2004). Después de la segunda guerra mundial, el resto del mundo descubri6 el
orégano, gracias a la expansiéon del consumo de pizza. Hoy en dia, el orégano
es muy conocido en todo el mundo y se utiliza sobretodo en verduras cocidas,
carne, pizza y como ingrediente en polvo de chile (Bansleben et al., 2010).
Actualmente existen diferentes tipos de orégano, éstos pertenecen a la
familia Lamiaceae (Labiatae) que incluyen alrededor de 260 géneros y 7000
especies distribuidas ampliamente en todo el mundo (Cosge et al., 2009). El
género Origanum es una de las plantas mas importantes desde el punto de
vista econdmico de ésta familia y la que mas se ha reportado es O. vulgare, la
cual es encontrada principalmente en la costa del Mediterraneo y Eurasia.
Ademas, estd el orégano sudamericano y el mexicano que pertenecen al
género Lippia (L. graveolens) (Vernin et al., 2001, Avila-Sosa et al., 2010,
Mechergui et al., 2010). En México, se registra una produccion anual de hoja
seca de L. graveolens de 700 ton, de ellas 90% se comercializaron en el
mercado de exportacion (SEMARNAT, 2010). Su alta demanda se debe al
contenido y calidad de aceite esencial en la hoja, al que se le ha dado
numerosos usos en la industria alimentaria (Flores Hernandez et al., 2012).
Ademas de su uso culinario y de las propiedades antimicrobianas
(Busatta et al., 2008) y antioxidantes (Fasseas et al., 2008), el AEO posee otros
beneficios. Por ejemplo, existen estudios que han demostrado que el orégano
actla como antiinflamatorio en el tratamiento para colitis en ratones,
disminuyendo los niveles de las citocinas proinflamatorias IL-18, IL-6, GMCSF y
TNFa (Bukovsk et al., 2007). Ademas, estabiliza la oxidaciéon de lipoproteinas
de baja densidad (Teissedre y Waterhouse, 2000). De manera similar, el AEO
ha mostrado ser efectivo en la prevencion de desordenes neurodegenerativos
(Mastelic et al., 2008), y algunos de sus componentes (e.g., carvacrol y timol)
han demostrado tener actividad antiproliferativa en las células tumorales de
HeLa (Jerkovi¢ et al.,, 2001) y efectos benéficos como antioxidante en los
cerebros de rata (Youdim y Deans, 2000). Estas propiedades bioactivas que

posee el AEO se deben a su compaosicion quimica.



Componentes Quimicos Presentes en el Aceite Esencial de Orégano

La composicién de AEs de la misma especie depende principalmente de
la temporada de cosecha y la zona geogréafica (Arana-Sanchez et al., 2010).
Los principales componentes del AE de Lippia palmeri S. Wats de Alamos y
Puerto del Orégano (Sonora, México) fueron p-cimeno (22.37 y 14.25%), timol
(21.39 y 15.11%), y-terpineno (6.69 y 4.23%), iso-aromandreno (16.7 y 0.62%),
respectivamente (Ortega-Nieblas et al., 2011). Los AEs de O. vulgare L. ssp.
glandulosum (Desf.) letswaart colectados de tres localidades del norte de Tunez
(Nefza, Bargou y Krib) presentaron como componentes principales: p-cimeno
(36, 40 y 46%)), timol (32, 39 y 18%), y-terpineno (24, 12 y 16%), y carvacrol (2,
2 y 15%), respectivamente (Mechergui et al.,, 2010). Los AEs de O. applii
(criollo) y O. majoricum (mendocino), de La Consulta, Mendoza, Argentina,
mostraron el contenido de timol (33.8 y 12.9%) y carvacrol (ambos <0.1 %)
(Amadio et al., 2011). Los dos componentes mayoritarios de L. graveolens de El
Sauce, La Union, El Salvador, colectado a mediados de Noviembre y al final de
Diciembre fueron carvacrol (71 y 34.6%) y timol (5-7%), respectivamente
(Vernin et al., 2001).

A pesar de que los compuestos mas reportados son timol, carvacrol y p-
cimeno, éste comportamiento no es el mismo para todos los géneros y
especies. En un estudio realizado con O. vulgare ssp. hirtum, se obtuvieron
carvacrol (80.15%), timol (4.82%) y p-cimeno (5.18%) como principales
componentes (Govaris et al., 2010). En otro trabajo realizado por Santoro et al.
(2007), empleando O. vulgare L. se obtuvieron 3-ciclohen-1-ol (22.61%), a-
terpineol (18.56%) y-terpineno (16.57) y p-cimeno (14.98%) como principales
compuestos. En el analisis realizado al AE de O. saccatum, se determinaron
como principales componentes: p-cimeno (82.8%), y-terpineno (6.2%), p-
cimeno-8-ol (1.5%), y carvacrol (1.2%). En un estudio realizado con P. longiflora
se obtuvo como principales compuestos el carvacrol (18.36 %) y p-cimeno

(14.09 %) (Rivero-Cruz et al., 2011). Se midi6é la composicion de L. graveolens,



que fue: carvacrol (44.8 %), timol (7.4 %) y p-cimeno (21.8 %) (Salgueiro et al.,
2003).

Por otro lado, la composicion de orégano turco (O. onites L.) fue
analizado en hojas cosechadas durante los meses de Junio a Septiembre. El
rendimiento maximo del AEO aparecié a la mitad de Julio y los principales
componentes fueron carvacrol, timol, y-terpineno, p-cimeno, a-terpineno y a-
pineno; el contenido de carvacrol fue el mas alto en la cosecha de Julio (Ozcan
y Chalchat, 2009). El contenido de carvacrol en AE de O. onites varid
mensualmente (47.41-73.65%) y los valores mas altos fueron obtenidos en el
periodo de floracion de Mayo (Yaldiz et al., 2005). De tal manera, que la
temporada de cosecha y la localidad geogréafica afectan la composicion
cuantitativa de AEO.

AEO como un Aditivo Antioxidante en Alimentos

Los AEs son mezclas complejas de varios componentes, donde la
actividad de los principales componentes es modulada por los minoritarios
(Bakkali et al., 2008). Sin embargo, el efecto antioxidante de AEO es atribuido a
sSus componentes mayoritarios, carvacrol y timol, existen varios mecanismos
posibles: actividad de secuestro de radicales libres, actividad queladora de
metales, y/o capacidad neutralizadora del oxigeno singulete (Shan et al., 2005).
Los antioxidantes mayoritarios que donan hidrégenos son compuestos fendélicos
monohidroxilo o polihidroxilo con varias sustituciones en el anillo aromatico.
Cualquier compuesto cuyo potencial de reduccion es menor que el del radical
libre, puede donar el hidrégeno al radical, a menos de que la reaccion sea
cinéticamente desfavorable (Choe y Min, 2006).

La actividad antioxidante de AEO difiere de acuerdo a las localidades y la
temporada de cosecha. AE de O. vulgare L. ssp. glandulosum colectado de tres
localidades del norte de Tunez (Krib, Bargou y Nefza) dio un concentracion
inhibitoria (ICsp) del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) desde un rango



de 59-80 mg/L; y el contenido de fenoles, entre 9.37-17.70 mg equivalente de
acido galico/g (Mechergui et al., 2010). El contenido de fenoles de los extractos
de L. graveolens de diferentes areas en México (Guanajuato, Puebla y
Querétaro) tuvieron valores entre 211.8-270.2 mg/g, en flavonoides 136.1-200.1
mg/g, y la capacidad antioxidante expresada como equivalentes de Trolox
(TEAC) fue similar a los valores de acido galico (Martinez-Rocha et al., 2008).
AE de O. onites turco tuvo la mayor capacidad antioxidante en Junio (31.02 mg
Equivalente de acido ascorbico/g y 116.74 mg/L DPPH ICso) y la menor en
Septiembre (28.96 mg EAA/gy 123.75 mg/L) (Ozkan et al., 2010).

Las propiedades antioxidantes del orégano y sus principales
componentes han tenido un efecto como retardador en el proceso de la
peroxidacién de lipidos en alimentos ricos en grasas (Lagouri et al., 2010). Los
rangos de incremento de los valores de peréxido y dienos conjugados en aceite
de semillas de algoddn, durante el freido de papas fritas, fue disminuido al
agregar orégano (2 g/L) (Houhoula et al., 2004). Por otro lado, peliculas
basadas en proteinas de leche conteniendo 1 % (p/v) de orégano fueron
aplicadas en rebanadas de musculo de res, resultando como estabilizador en la
oxidacion lipidica (Oussalah et al., 2004). De la misma manera, cacahuates
salados fritos con AEO 20 g/Kg y aceite de olivo mostraron mayor estabilidad
oxidativa durante el almacenamiento (Olmedo et al., 2009).

La adicion de AEO en alimentos para animales de consumo humano
otorga estabilidad oxidativa y alarga la vida de anaquel de huevos, carne de res
y pavo (Botsoglou et al., 2003, Franz et al., 2010). De manera especifica, la
adicién de orégano (5-10%) y hojas de zanahoria (5-10%) a la formulacién de
pastas, mejoré los parametros nutricionales y quimicos, incrementando el
contenido de acidos grasos, entre ellos los omega-3, asi también como las
propiedades antioxidantes (Boroski et al., 2011). Ademas, la aplicacion de
carvacrol y p-cimeno (200 mg/L, respectivamente) incrementaron los
compuestos antioxidantes en arandanos “Duke”, reduciendo su deterioro (Wang
et al., 2008). De igual forma, arrayanes chinos fueron tratados con carvacrol (1

ML/L), disminuyendo el deterioro del fruto y aumentando el contenido de
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compuestos fendlicos, antocianinas, y flavonoides (Jin et al., 2012). Por otra
parte, la adicion de orégano y salvia (10% v/v) a carne molida de res, mantiene
los valores del glutation inducido por H,O, (Ryan et al., 2009). Esto es
importante, debido a que el glutation es un antioxidante, que ofrece proteccién
contra el estrés oxidativo a las células de los organismos vivos (Pompella et al.,
2003).

Considerando las propiedades bioactivas del AEO, su adicion a matrices
alimentarias puede potenciar su efecto antioxidante y traer con ello un beneficio
a la salud humana. Sin embargo, hacen falta estudios in vivo de los alimentados

adicionados con AEO para comprobar su efectividad.

AEO como un Aditivo Antimicrobiano en Alimentos

Al igual que en la actividad antioxidante, el conjunto de componentes del
AE proporciona el efecto antimicrobiano. Sin embargo, carvacrol y timol son los
componentes mayoritarios a los cuales se les atribuye principalmente la
actividad antimicrobiana. En el caso de bacterias, la membrana es un
importante objetivo para los componentes monoterpenoides fendlicos del AE,
los cuales logran interferir en la bicaba lipidica de la membrana (Gumus et al.,
2010), Figura 1. Carvacrol y timol son responsables de desintegrar la
membrana externa de las bacterias gram negativas, liberando los componentes
lipopolisacéridos, y por lo tanto incrementa la permeabilidad de la adenosina
trifosfato en la membrana citoplasmatica, y consecuentemente cambia la
permeabilidad pasiva de la célula (Guarda et al.,, 2011). De igual forma, p-
cimeno es un compuesto hidrofébico que provoca dafio en la membrana
citoplasmatica comparada (Silva y Fernandes, 2010). Generalmente, los AEs
son mas activos contra bacterias gram positivas que contra gram negativas.
Algunos autores, sugieren que la membrana externa que rodea la pared celular
de las bacterias gram negativas, puede restringir la difusion de los compuestos

hidrof6bicos a través de su cubierta de lipopolisacaridos y las funciones vitales
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Figura 1. Mecanismo antibacteriano de carvacrol y timol
desintegrando la membrana externa, liberando el contenido
citoplasmético, y consecuentemente cambiando la permeabilidad pasiva
de la célula.
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de la célula (Gutierrez et al., 2009). Tal es el caso, en Proteus vulgaris y
Salmonella typhimurium las cuales mostraron mayor sensibilidad con respecto a

otras bacterias al aplicar AE de Origanum acutidens (Cosge et al., 2009).

Su actividad antifungica, es atribuida principalmente a los monoterpenos
aromaticos, carvacrol y timol (Kordali et al., 2008). Aunque existen varios
estudios donde se ha visto el efecto del AEO como antifingico, su mecanismo
no es bien conocido (Avila-Sosa et al., 2010, Pozzatti et al., 2010, Portillo-Ruiz
et al.,, 2012). Sin embargo, existen estudios que proponen que sus principales
compuestos monoterpenos aromaticos, gracias a la presencia de un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo pueden formar puentes de hidrégeno con los
sitios activos de las enzimas (Daferera et al., 2000). Entre las enzimas que
pueden inhibir son pectina metil esterasa, celulasas, quitina sintetasa, a y
gluconasas (Marei et al., 2012, Sokovic et al., 2010), Figura 2. Ademas pueden
interferir en la biosintesis de fosfolipidos y esteroles (Lucini et al., 2006, Ahmad
et al., 2011). Todo esto trae como posible consecuencia dafio a la membrana, y
por ende afecta el pH, homeostasis, equilibrio de iones inorganicos, provocando

asi la muerte celular (Kocic-Tanackov et al., 2012).

Existen estudios que sustentan el sinergismo antimicrobiano entre los
componentes del AEO. La combinacién de carvacrol (0 a 0.5 mM) y cimeno (0 a
0.5 mM) causa una mayor desestabilizacibn en la membrana que los
compuestos individuales (Ultee et al., 2002). Tal efecto se atribuye, al caracter
amfipatico de timol y carvacrol que regula sus interacciones con membranas y
por lo tanto la actividad antimicrobiana (Cristani et al., 2007). De manera
especifica, el carvacrol puede ser acumulado en la membrana celular y su
habilidad para formar puentes de hidrogeno y liberar protones para inducir las
modificaciones conformacionales de las membranas dando como resultado la
muerte microbiana (Ben Arfa et al., 2006). Esto se mostr6 en un estudio
realizado en Pseudomonas aeruginosa, donde el 96% de la inhibicion
provocado por AEO se atribuyé al efecto aditivo de timol y carvacrol con el

remanente de 4% de los otros componentes (Lambert et al., 2001).
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Pared celular

(@ [ Membrana celular
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Figura 2. Mecanismo antifungico de carvacrol y timol, los cuales se unen a
enzimas claves de pared celular y membrana celular, mediante puentes de
hidrégeno con sus sitios activos. Lo que trae como consecuencia

cambios en la adhesion celular, contenido de iones, sintesis de ergosterol,
provocando todo esto la muerte celular.
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El AEO ha mostrado un mayor efecto antifingico que antibacteriano.
Esto se observo para O. glandulosum que mostré un mayor efecto antifiUngico
(Candida albicans 444, C. albicans 9036, Fusarium oxysporum, Cladosporium
herbarum, Botrytis cinerea y Aspergillus flavus) que antibacteriano (Bendahou
et al., 2008). De igual forma, extractos de L. graveolens fueron utilizados contra
Rhizopus stolonifer, Colletotricum gloesporoides y Penicillium digitatum,
exhibiendo un 100% de inhibicién a las concentraciones de 2000-5000 pL/L
(Jasso de Rodriguez et al.,, 2011). Asimismo, AEO (L. graveolens) tuvo un
concentracion minima inhibitoria < 1600 mg/mL para Candida spp. (Pozzatti et
al., 2008). Lo anterior resalta el potencial antifungico del AEO como una

propiedad funcional de interés.

Varias técnicas han sido exploradas para facilitar la adicion de AEO
como un aditivo antimicrobiano para alimentos. Los resultados antimicrobianos
de peliculas de quitosano adicionadas con AE de anis, cilantro, albahaca y
orégano (1%, 2%, 3%, y 4%) contra L. monocytogenes y E. coli O157:H7 fueron
similares cuando fueron aplicados solos o incorporados a las peliculas. Sin
embargo, la intensidad de la eficiencia antimicrobiana fue en el siguiente orden:
orégano >> cilantro > albahaca > anis (Zivanovic et al., 2005). Por otro lado, la
microencapsulacion de AE de L. graveolens usando ciclodextrinas, aumento la
capacidad antibacteriana, disminuyendo la concentracion bactericida (0.05%,
0.10% y 0.20% p/v) del aceite contra P. aeruginosa (Arana-Sanchez et al.,
2010). De manera similar, la actividad antimicrobiana de AEO (2% y 4%),
hidrocinamaldehido (2% y 4%), cinamaldehido (2% y 4%), timol (2% y 4%), y
carvacrol (2% y 4%) incorporado a propileno fue reportado como efectivo contra
varias bacterias gram negativas (E. coli, Yersinia enterocolitica, P. aeruginosa, y
S. choleraesuis), bacterias gram positivas (L. monocytogenes, S. aureus, B.
cereus, y Enterococcus faecalis), levaduras (C. albicans, Debaryomyces
hansenii, Zygosaccharomyces rouxii), y hongos filamentosos (Botrytis cinerea,
A. flavus, Eurotium repens, Penicillium roqueforti, P. islandicum, P. commune,

P. nalgiovensis) (Gutierrez et al., 2009).
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El AEO y sus principales compuestos han sido aplicados también como
antimicrobianos en frutos y vegetales. Frutos de manzana fueron tratados con
AEO (1% y 10%), lo cual redujo el crecimiento de B. cinerea y Penicillium
expansum (Lopez-Reyes et al., 2010). De manera similar, AE de O. vulgare L. y
Rosmarinus officinalis L. (80 a 0.003 pL/mL) inhibié la microflora bacteriana
asociada con los vegetales minimamente procesados (de Azeredo et al., 2011).
Adicionalmente, nectarinas tratadas con timol (1 mL/L) mostraron un menor
indice de deterioro causado por R. stolonifer, B. cinerea y P. digitatum (Navarro
et al., 2011). Concordando con lo anterior, carvacrol (0.05, 0.2, 0.5y 1.0 mL/L)
fue probado en uva de mesa inhibiendo el desarrollo de B. cinerea (Martinez-
Romero et al., 2007). Mientras que carvacrol y timol (10, 25, 50, 100, 250 y 500
ML/L de carvacrol, timol o la mezcla (1:1) de carvacrol+timol) aplicados en limén,
mostraron un menor deterioro fungico inducido por P. digitatum y P. italicum
(Perez-Alfonso et al., 2012). Por lo tanto, el AEO o sus principales componentes
pueden ser utilizados como aditivo antimicrobiano para diferentes frutos o

vegetales.

Propiedades Sabor-Aroma del Orégano como Aditivo Alimentario

El arte tradicional del sazén de alimentos, consiste generalmente en la
adiciéon de olores y sabores, que pueden ser frescos, herbales y picantes de las
hierbas y especias, de aqui que surja la idea, de que el AEO podria ser usado
como saborizante (Ayala-Zavala et al., 2009). Existen diferentes compuestos
qgue proporcionan las caracteristicas del sabor y aroma, (Cuadro 1), estas
pueden variar dependiendo la composicién que presente AEO.

Las interacciones sensoriales proporcionan datos sobre como los
ingredientes afectan las propiedades del alimento y por lo tanto indican cuando
una buena combinacion de sabores se ha formulado (Aaslyng y Frost, 2010).

Con esto en mente, es interesante resaltar los posibles efectos que el AEO
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Cuadro 1. Notas de aroma/sabor de componentes que otorgan el sabor

caracteristico de AEO

Compuesto Notas de aroma/Sabor
Carvacrol Herbal

Timol Herbal
p-cimeno Herbal
a-tujeno Herbal, madera, verde
Mirceno Balsamico, especias

Fuente: (Acree y Arn, 2004, Ayala-Zavala et al., 2009)
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puede tener como aditivo en los alimentos. Estudios realizados con filetes de
besugo tratados con sal, empacados con atmosferas modificadas y AEO (0.8%)
produjeron un sabor distinto pero agradable en los 33 dias de almacenamiento
(Goulas y Kontominas, 2007). De manera similar, salchichas adicionadas con
AEO (0.345, 0.69, 1.725, 3.45 mg/g) mostraron que la adicion del aceite puede
ser una via prometedora para aumentar la aceptabilidad del producto, ademas
gue daba un efecto bacteriostatico (Bussatta et al., 2007). Como otra alternativa
se evaluo el uso de empaque al vacio combinado con AEO (0.2% y 0.4%) en
pulpo fresco del Mediterraneo, en relacion con el efecto sensorial de AEO dio
un olor caracteristico, conveniente y agradable para las muestras tratadas hasta
el dia 17 y 23 dias de almacenamiento (Atrea et al.,, 2009). De acuerdo a
Drenowski et al. (2000), mejorar la funcionalidad de un alimento genera un
dilema para los disefiadores de alimentos funcionales debido a sus posibles
reacciones adversas a los sabores resultantes.

Haciendo un analisis general de la informacién presentada, el uso
apropiado del AEO como aditivo alimentario debe contemplar sus propiedades
sensoriales, antimicrobianas y antioxidantes. Por lo que el sabor del alimento a
tratar debe ser relacionado con el del orégano para poder reflejar las ventajas
antioxidantes y antimicrobianas del aceite sobre el alimento. Tenemos que
considerar que, nuevos sabores son siempre bien recibidos por consumidores
modernos, especialmente cuando las fuentes son de origen natural como el
AEO.
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HIPOTESIS

La adicion de AEO en recubrimientos de pectina, reduce el deterioro fungico,
aumenta la capacidad antioxidante y otorga un sabor aceptable a frutos de

tomate.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacion de recubrimientos de pectina adicionados con
aceite esencial de orégano, sobre el deterioro fungico, la capacidad antioxidante

y aceptabilidad sensorial de frutos de tomate.

Objetivos Especificos

e Formular y caracterizar recubrimientos comestibles antifingicos vy
antioxidantes, a base de pectinay AEO.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de los recubrimientos comestibles sobre el
deterioro flingico, capacidad antioxidante y aceptabilidad sensorial de frutos

de tomate.
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MATERIALES Y METODOS

Identificacion de Compuestos Volatiles de AEO por CG-MS

El AEO (L. graveolens ) fue comprado a la compafiia “Ore aceite de
orégano” (Saucillo, Chihuahua, México). La identificacion de perfil de volatiles
del AEO se realiz6 utilizando un cromatografo Varian CG-3400Cx, equipado con
un detector selectivo de masas SATURN 2100 (Varian, México). Se inyecto
manualmente en el modo de split-less 1 pL del AEO diluido en hexano a una
concentracion de 500 pL/mL. Se utilizé una columna capilar DB-5 (30m X 0.25
mm) con una rampa de temperatura de 65 a 290 °C a una tasa de 10 °C/min y
se mantuvo 3 min a la temperatura final. Como gas acarreador se us6 Helio con
un flujo de 1 mL/min. Para la deteccion de cromatografia de gases-masas (CG-
MS) se utilizé un sistema de ionizacion de 70 eV. Las temperaturas del inyector
y de la linea de transferencia MS fueron de 100 a 290 °C, respectivamente. La
identificacion de los constituyentes se bas6 en la comparacién de éstos, contra
los encontrados en la base de datos del sistema CG-MS NIST 98 (National

Institute of Standard and Technology, Maryland, EUA).
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Elaboracion de Recubrimientos de Pectina con AEO

Se agregaron 3 g de pectina de piel de citricos (= 74% de acido
galacturonico y =2 6.7 % grupos metilos, Sigma, San Luis, MO, USA), 0.99 mL
de glicerol y la concentracién correspondiente de AEO (0, 15.7, 25.9 y 36.1
mg/mL) y se disolvié en 100 mL de agua destilada, siendo homogeneizado toda
la mezcla por 15 min. Se colocaron 20 mL de las soluciones en cajas petri y se
colocaron en la estufa a 60 °C por 24 h. Después se desprendieron en forma de
pelicula y se almacenaron en desecadores, para después realizar los analisis in

vitro de antioxidante (Ayala-Zavala et al., 2013).

Actividad Antifangica In Vitro del AEO

El potencial antifungico del AEO fue probado contra A. alternata. Se
utilizé agar papa dextrosa (PDA), se le adiciondé acido tartarico y AEO (15.7,
25.9 y 36.1 mg/mL), posteriormente se hizo la inoculacién por picadura de A.
alternata. Las placas se incubaron durante 5 dias a 28 °C. Los testigos
consistieron en placas con agar sin adicién del aceite, siendo inoculados solo
con el hongo. Se midié el crecimiento micelial (cm?) por triplicado utilizando el
software Image Tools y los resultados se expresaron como area micelial de A.

alternata.

Actividad Antioxidante In Vitro de los Recubrimientos

Se midi6é la actividad antioxidante y el contenido de carvacrol de los
recubrimientos formulados. Esta actividad fue evaluada en base al contenido de

compuestos fenolicos, prueba de inhibicién del radical DPPH y ABTS.
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Contenido de Carvacrol en los Recubrimientos

Un gramo de cada muestra de recubrimiento fue triturado por el
homogenizador (POLYTRON PT 1200C) en 30 mL de metanol (80%), después
fue tratado en un bafio con ultrasonido 30 min a 40 °C y centrifugado a 1200 x g
por 15 min. El paso de extraccidon fue repetido tres veces mas, los
sobrenadantes fueron recolectados en papel Whatman #1 y el volumen fue
aforado a 30 mL. Para el ensayo colorimétrico, se agregd 75 uL del reactivo
Folin-Ciocalteu (1:10), 60 pL de 7.5% Na,CO3z; y 15 uL del extracto del
recubrimiento. Después fue incubado en la oscuridad por 30 min, y la
absorbancia fue medida a 765 nm usando un lector de microplacas Fluostar
OMEGA (BMG-Labtech, Chicago, IL, USA). Carvacrol fue usado como estandar
y los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de carvacrol

por gramo de recubrimiento.

Inhibiciéon del Radical Estable DPPH

Se preparo el radical DPPH-, diluyendo 1.97 mg del DPPH-en 50 mL de
metanol puro, y se ajustdé a una absorbancia de 0.7, a una longitud de onda de
518 nm, en el lector de microplacas Fluostar OMEGA. La reaccion se hizo al
agregar 140 pL del radical ajustado y 10 yL de la muestra, por triplicado. Se
dejé reposar 30 min en la oscuridad. Los resultados se expresaron en umol
Equivalentes Trolox (ET) por gramo de recubrimiento (Gonzalez-Aguilar et al.,
2007).
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Inhibicion del Radical ABTS

Se pes6 19.3 mg de ABTS y fue disuelto en 5 mL de agua destilada.
Ademas se agrego 37.8 mg de K,S;0g en 1 mL de agua destilada; 88 uL de
esta solucion se adicionaron a la solucion de 5 mL de ABTS. Esta mezcla se
dejo reposar en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h. Después se
agregd 0.5 mL de este radical en 35 mL de etanol puro, ajustdndose a la
absorbancia de 0.7 y se realiz6 la lectura a una longitud de onda de 754 nm.
Posteriormente en una microplaca se afiadieron 245 pL del radical ajustado y 5
pL de la muestra, por triplicado. Se dej6 reposar en la oscuridad por 5 min y se
hizo la lectura de las muestras a 754 nm. Los resultados se expresaron en umol

ET por gramo de recubrimiento (Re et al., 1999).

Material Vegetal

Se seleccionaron frutos de tomate “Saladette” en el estado de
maduracion rosa (nivel de maduraciéon 4 USDA) homogéneos en tamafo. Se
lavaron con agua clorada (200 ppm) durante 2 min y se secaron a temperatura

ambiente.

Caracterizacion de los Tomates

Los frutos utilizados fueron caracterizados mediante la determinacion de
sus caracteristicas fisicoquimicas (pH, acidez titulable, sélidos solubles totales,

firmeza y color) (Cuadro 2). Estas determinaciones, se hicieron para fijar las
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Cuadro 2. Caracterizacion fisicoquimica de los frutos de tomate

Parametro Media * Error estandar
Firmeza (N) 451 +0.18
Acidez titulable (g/L) 6.70 £ 0.59
Solidos solubles totales (°Brix) 4.90 + 0.03
pH 4.54 +0.09
Color
Croma 17.97 £0.87
Luminosidad 45.45 +0.61
°Hue 79.45 + 2.25
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condiciones iniciales con las que se trabajaria, en caso de que fuera necesario

la repeticion del experimento.

Color

El color se evalué usando el colorimetro MINOLTA RS-232C y se
obtuvieron los parametros de color L*, a* y b* Estos parametros se
transformaron en el pardmetro Chroma (pureza o saturacién del color) y el
angulo °Hue (matiz o tono del color) (tan™ b*/a*) que representan el color en un
angulo de 360° donde 0, 90, 180 y 270° representan colores rojo-purpura,
amarillo, azul-verde, y azul, respectivamente. Se realizaron 5 mediciones por

triplicado.

Firmeza

Para la determinacion de la firmeza se tomaron 5 frutos de tomate, los
cuales fueron sometidos a comprension utilizando un disco plano de un
texturémetro (Chatillon DMFM50). Los resultados se expresaron en Newtons.

Se realizaron las mediciones por triplicado.

Solidos Solubles Totales (SST)

Se obtuvo el jugo de los frutos de tomate a partir de 3 tomates y se

hicieron 5 réplicas. El jugo fue utilizado para la determinacién de SST por medio
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de un refractometro Atago PAL-1 (0-53%) expresando los resultados como %
de SST.

Acidez Titulable y pH

Se pesaron 10 g de frutos de tomate por triplicado, y se trituraron en un
homogenizador (POLYTRON PT 1200C) durante 60 seg, en 50 mL de agua
destilada a un pH 7 y se filtr6. La determinacién del pH y acidez titulable se
realizé directamente de los homogeneizados, tomando 50 mL del volumen total.
Se valoraron con solucion de NaOH 0.1N en un titulador automatico METTLER
modelo DL 21 tritator. Los resultados se expesaron como pH y g de acido citrico

por litro de muestra.

Actividad Antioxidante de los Tomates Tratados con los Recubrimientos de
Pectina + AEO

El contenido de fenoles totales y la inhibicion de ABTS se midieron en
extractos de los tomates tratados, la extraccion y determinacion de estos
parametros se realiz6 con la metodologia descrita previamente para cuantificar
el carvacrol y capacidad antioxidante en las peliculas. La concentracién de
fenoles totales fue calculada usando una curva estandar de equivalentes de
acido galico. La inhibicion del radical ABTS hecha con los extractos de los

frutos, fueron expresados como pmoles ET por Kg de peso fresco.

indice de Deterioro Fungico en los Tomates Cubiertos

Primero los tomates fueron lavados en 200 ppm de cloro. La inoculacion

de los tomates, fue realizada por aspersion de una solucién de esporas de A.
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alternata (1X10* esporas). Después, a los tomates se les aplicaron con brocha
2 mL de los tratamientos de los recubrimientos formulados, se guardaron en
cajas de poliestireno durante 12 dias a 12.5 °C. Se evaluo el indice de deterioro
fungico de los tomates de manera subjetiva durante los dias 0, 3, 6, 9y 12. Los
frutos de tomate que presentaron desarrollo micelial en la superficie se
consideraron como deteriorados segun el porcentaje del &rea infectada,
utilizando la siguiente escala hedonica para evaluar el deterioro fungico: 1=0%,
2= 25%, 3= 50%, 4= 75% y 5=100%. Los resultados se expresaron en base a la

siguiente formula como indice de deterioro fangico.

1n+2n+3n+4n
IDF= N

Donde: n= nimero de frutos de tomate que se encontraron en cada uno de los

rangos establecidos en la escala hedonica, para un tiempo de analisis dado.

N= el niumero total de frutos de tomate examinados.

Andlisis Sensorial de Olor y Sabor

Tomates tratados con los recubrimientos formulados y almacenados por
10 dias a 12.5 °C, fueron utilizados para la evaluacién sensorial de olor y sabor,
mediante una prueba afectiva de consumidor. A partir de estos, se hicieron
jugos utilizando un extractor de jugos (Moulinex) y a cada panelista (n=30) se le
dio 10 mL de cada jugo en vasos de cristal. Se les mencion6 que primero
evaluaran el olor y después el sabor. Los formatos de evaluacién incluyeron la
escala hedodnica siguiente: (0) desagrada extremadamente, (2.5) desagrada
moderadamente, (5) ni agrada ni desagrada y (10) agrada extremadamente,

para olor y sabor (Ayala-Zavala y Gonzalez-Aguilar, 2010).
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Analisis Estadistico

El disefio experimental para los bioensayos (analisis antifungicos y
antioxidantes) fue en bloques completos al azar. Los factores fueron los
tratamientos y el tiempo (bloqueado); se utilizé un ANOVA de un modelo lineal
general. Para el caso del analisis sensorial, el ensayo antifingico y antioxidante
in vitro se hizo un disefio completamente al azar; se realiz6 un ANOVA de una
via. Se hizo una comparaciéon de medias por el método de Tukey-Kramer
(p<0.05). Todo esto se realizd en el software NCSS (2007).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa I: Formulacién de Recubrimientos Comestibles Antifiingicos y
Antioxidantes a Base de Pectinay AEO

Caracterizacion de los Compuestos Volatiles del AEO

Carvacrol fue el mayor componente de AEO (47.407%), Figura 3. Otros
componentes prevalecientes en el aceite fueron: p-cimeno (26.440 %), timol
(3.02%), cariofileno (1.333%), 4-terpinenol (1.131%), y-terpineno (1.012%),
eucaliptol (1.003%), 3-tert-butil-4-metoxi- fenol (1.114 9%). El resto de los
compuestos se encontraron en una concentracion menor de 1 % (B-pineno, a-
terpineno, linalilo antranilato, timol metil éter y a-cariofilleno). Estos resultados
concuerdan, con los reportados en estudios previos utilizando AEO, donde
encontraron como componentes principales carvacrol (44.8 %), timol (7.4 %) y
p-cimeno (21.8%) (Salgueiro et al.,, 2003). Otro estudio realizado con Lippia
palmeri S. Wats, encontré como componentes mayoritarios p-cimeno (22.37 %),
timol (21.39 %) y carvacrol (8.76 %) (Ortega-Nieblas et al., 2011). A pesar de
las variaciones que puedan existir entre los reportes de la composicién de AEO,
los componentes que son reportados consistentemente son el timol, carvacrol y
p-cimeno. Dentro de estos, los que se reportan con capacidad anifungica y
antioxidante son el timol y carvacrol (Portillo-Ruiz et al., 2005, Avila-Ramos et
al., 2012).
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Figura 3. Perfil de compuestos volatiles de AEO por CG-MS: 1: B-pineno,
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Actividad antifungica in vitro de AEO contra A. alternata

En la Figura 4, se presenta el efecto de la adicion de AEO a PDA donde
se inoculo A. alternata, los cuales fueron incubados durante cinco dias a 28 °C,
se utilizd6 como testigo PDA sin aceite. Con esto se pudo visualizar el probable
comportamiento del AEO, que se presentaria en el ensayo in vivo. En las
distintas concentraciones de AEO agregadas a PDA, se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en el desarrollo micelial. En ninguno de los tratamientos
de AEO hubo desarrollo micelial de A. alternata. La actividad antifungica del
AEO, es atribuida principalmente a los monoterpenos aromaticos, carvacrol,
timol y p-cimeno (Kordali et al., 2008). Como se menciond anteriormente, su
mecanismo no es bien conocido, aunque existen estudios que proponen que
sus principales compuestos monoterpenos aromaticos, gracias a la presencia
de un anillo aromatico con un grupo hidroxilo, pueden formar puentes de
hidrogeno con los sitios activos de las enzimas (Daferera et al., 2000). Ademas
pueden interferir en la biosintesis de fosfolipidos y esteroles (Lucini et al., 2006,
Ahmad et al., 2011).

Datos no publicados, coinciden con el trabajo realizado con AE de
canela, donde se inhibi6é el crecimiento de A. alternata hasta la concentracion
de 36.1 mg/mL. Esto se puede deber a que carvacrol, principal compuesto de
AEO, tiene mayor actividad antimicrobiana que el principal componente de AE
de canela, que es el eugenol (Michiels et al., 2007). Otro trabajo, en especifico
de L. graveolens inhibié el crecimiento de Candida spp. con concentraciones
menores a 1600 mg/mL (Pozzatti et al.,, 2008). Aunque son mayores las
concentraciones que las del AEO con que trabajamos, se corrobora el potencial

gue tiene L. graveolens contra los hongos.

31



18

16 .
—8— Testigo
14 —O— AEO 15.7 mg/mL
—w— AEO 25.9 mg/mL
12 —A— AEO 36.1 mg/mL

10 +

Area micelial (cm?)
[e0)
1

Dias a 28°C

Figura 4. Efecto antifungico in vitro de AEO contra A. alternata, incubada a
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Contenido de Carvacrol y Capacidad Antioxidante

Se formularon recubrimientos de pectina adicionados con AEO (15.7, 259 y
36.1 mg/mL), y se utiliz6 como testigo el recubrimiento de pectina sin AEO. De
esta manera, se pudo visualizar que el AEO es el factor que provoco el
aumento en el contenido de carvacrol en los recubrimientos de pectina
(p<0.05). En la Figura 5, se observa que conforme se aumentd la
concentracion de AEO en los recubrimientos de pectina existié6 un incremento
(p<0.05) en la cantidad de carvacrol. El recubrimiento con la mayor
concentracion de AEO (36.1 mg/mL) presentd una concentracion de 191.41 mg
E Carvacrol/g de recubrimiento. Comparando la cantidad de carvacrol, entre la
concentracion mayor de AEO adicionado a los recubrimientos formulados y la
concentracion baja e intermedia, fue de 2.66 y 1.14 veces mayor,
respectivamente. Debido a que los compuestos del AEO estan relacionados con
la capacidad antioxidante del aceite, se midio la actividad utilizando los ensayos
antioxidantes DPPH y ABTS.

En la Figura 6, se observa la capacidad antioxidante de los
recubrimientos de pectina adicionados con AEO, utilizando los ensayos DPPH y
ABTS. En los recubrimientos formulados con diferentes concentraciones de
AEO se encontraron diferencias (p<0.05) en la actividad antioxidante de ambos
ensayos. El mismo efecto se observo en los dos ensayos, conforme se aumento
la concentracion de AEO en los recubrimientos de pectina existié un incremento
(p<0.05) en la actividad antioxidante. En el ensayo DPPH, el recubrimiento con
la mayor concentracion de AEO (36.1 mg/mL) tuvo la mayor actividad
antioxidante de 52.04 umol ET/g. Comparando la actividad antioxidante, entre la
concentracion mayor de AEO adicionado a los recubrimientos formulados y la
concentracion baja e intermedia, fue de 3.08 y 1.36 veces mayor,
respectivamente. Para el caso del ensayo de inhibicién del radical ABTS, los
recubrimientos formulados con diferentes concentraciones de AEO tuvieron
diferencias significativas (p<0.05) en la actividad antioxidante. Se observé que

conforme se aumento la concentracion de AEO en los recubrimientos existié un
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incremento (p<0.05) en la actividad antioxidante. La mayor actividad
antioxidante fue la del recubrimiento con la mayor concentracién de AEO (36.1
mg/mL) presentando una concentracion de 276.5 umol ET/g. Comparando la
actividad antioxidante entre la concentracion mayor de AEO adicionado a los
recubrimientos formulados y la concentracion baja e intermedia, fue de 3.43 y
1.58 veces mayor, respectivamente. Por lo tanto, el AEO es un aditivo

antioxidante con potencial uso en matrices alimentarias.

El AEO contiene compuestos antioxidantes como el carvacrol y el timol,
los cuales han sido reportado como secuestradores de radicales libres, de alli
que retarden la oxidacién lipidica (Tepe et al., 2007, Avila-Ramos et al., 2012).
En un estudio realizado en salchichas, a las cuales se les adicion6 peliculas de
quitosano con AEO, se observo una disminucion en el contenido de aldehidos
durante su almacenamiento (Krki¢ et al., 2013). Ademas, en carne de pollo
alimentados con orégano, provocO el retraso en la oxidacion de grasas
comparada con el testigo (Marcincak et al., 2008). Se agregé AEO a aceite de
olivo, teniendo como resultado una prolongacién de la vida de anaquel del
producto, debido a que el AEO estabilizé la oxidacion lipidica (Asensio et al.,
2012). A su vez, los compuestos fendlicos, guardan una correlacion con la
actividad antioxidante (Kaneria y Chanda, 2013). Las correlaciones que se
obtuvieron entre el contenido de carvacrol y la actividad antioxidante por los
ensayos DPPH y ABTS fueron: R?= 0.97 y 0.96 (p<0.05), respectivamente. El
mecanismo antioxidante de los compuestos fendélicos del AEO, consisten en
poder donar atomos de hidrogeno a radicales libre y convertirlos en productos
estables (Choe y Min, 2006).

Existen estudios que han reportado comportamientos similares, conforme
se aumenta la concentraciébn de aceite en el recubrimiento, aumenta el
contenido de compuestos fendlicos, y éste a su vez la actividad antioxidante. En
un estudio donde se utilizaron recubrimientos de quitosano adicionados con AE
de Zataria multiflora Boiss, el contenido de compuestos fendlicos fue de 6 mg/g

a la concentracion de 10 mg/mL(Moradi et al., 2012). Otro estudio realizado con
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recubrimientos de k-carragenina adicionado AE de ajedrea, se observé un
aumento en el contenido de compuestos fendlicos de hasta 20.56 mg/g a en la
concentracion mas alta de AE(3% v/v) (Shojaee-Aliabadi et al., 2013). Por otro
lado, quitosano incorporado con aceite de tomillo, se observé un aumento en
fenoles totales de hasta 28.55 mg/g a la concentracion mayor de AE adicionado
al recubrimiento (2%) (Ruiz-Navajas et al., 2013). Haciendo Ilas
correspondientes conversiones, se encontro que los recubrimientos de pectina-
AEO 15.7 mg/mL, tuvieron mayor cantidad de compuestos fendlicos (72.56
mg/qg). Esto se puede deber, a que el AEO tiene mayor capacidad antioxidante
contra otras especias como es ajedrea y tomillo (Alinkina et al., 2013). Ya que el
AEO contiene en mayor proporcidn compuestos fendlicos con capacidad
antioxidante. De tal manera, se esperd que la aplicacion de los recubrimientos
de pectina adicionados con AEO sobre tomate, provocara un incremento en la

cantidad de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante en los frutos.

Etapa Il: Evaluar el Efecto de la Aplicacion de los Recubrimientos Comestibles
Sobre el Deterioro Fungico, Capacidad Antioxidante y Aceptabilidad Sensorial
de Frutos de Tomate

Efecto antifungico en frutos de tomates

Diez frutos de tomate por tres sublotes por cada tratamiento fueron
inoculados con A. alternata, a los cuales se les aplicé los recubrimientos
formulados, estos fueron almacenados durante 12 dias a 125 °C. Se
observaron diferencias (p<0.05) en los tratamientos sobre el crecimiento
micelial de A. alternata, Figura 7. Los tratamientos testigo, pectina y pectina-
AEO 15.7 mg/mL fueron los que presentaron mayor crecimiento micelial de A.
alternata al dia 9 y 12. En el caso del tratamiento Pectina-AEO 25.9 mg/mL

presentd crecimiento del hongo hasta el dia 12. En cambio, en Pectina-AEO
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Figura 7. Efecto antifungico de AEO en tomates inoculados con A.
alternata almacenados durante 12 dias a 12.5 °C. *Diferente literal en linea
indica diferencia (p< 0.05) entre las medias, n=3. Media * Error estandar.
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36.1 mg/mL no presentd crecimiento de A. alternata a lo largo de los 12 dias de
almacenamiento. En la Figura 8, se observa el efecto global del indice de
deterioro fungico. En este caso, disminuyo (p<0.05) el indice de deterioro de los
tomates, en las concentraciones mayores de AEO adicionado a lo
recubrimientos de pectina (25.9 y 36.1 mg/mL). Donde, se logré el 100 de
inhibicion A. alternata a la concentracién de 36.1 mg/mL.

Existen otros trabajos, donde han sido utilizados distintos AE como
aditivos antifungicos en tomate. Tian et al. (2011), aplicaron AE de eneldo (120
pUL/mL) en tomate cherry, provocando una reduccién de 83.3 % de los frutos
infectados por A. alternata con respecto al testigo. Por otro lado, tomate cherry
tratado con cubiertas activas de parafina y corteza de canela (6 % p/p)
redujeron en un 90 % la infeccibn por A. alternata con respecto al testigo
(Rodriguez-Lafuente et al.,, 2010). Phillips et al. (2012), encontraron que al
aplicar AE de citricos de la marca Citri-V™® en forma de vapor (15 mg/L) en
tomate, este no tenia un efecto en la inhibicibn de A. alternata. Esto hace
evidente el potencial antifingico de los AEO contra A. alternata, donde se logré
la inhibicién del 100%. Comparando nuestro estudio con trabajos previos y
haciendo las conversiones correspondientes, notamos que las concentraciones
son superiores a las de este trabajo con AEO. Esto se puede deber a que los
principales componentes del AEO, como es carvacrol, tienen mayor efecto
contra los hongos con respecto a los compuestos del AE de eneldo, canela y
citrus que son carvona, trans-cinamaldehido y citral, respectivamente (Neri et
al., 2009).

El AEO ha sido efectivo para inhibir el crecimiento de diferentes hongos
gue ocasionan deterioro en el tomate. Emulsiones de AEO (5000 y 10 000 ppm)
redujeron el crecimiento de B. cinerea y Alternaria arborescens en tomate
(Plotto et al., 2003). De la misma manera, vapores de AEO (0.4 mL/L),
redujeron arriba del 50% el desarrollo de Colletotrichum coccodes, con respecto
al tomate testigo (Tzortzakis, 2010). Adicionalmente, Soylu et al.(2010),

encontraron que la aplicacion de este aceite (75 mg/mL) en plantas de tomate,
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provocaba una reduccion de 77.37% en la infeccién provocada por B. cinerea.
Aunque las concentraciones son menores a las que se utilizaron en el trabajo
presente, con estos estudios reafirma que el AEO es un aditivo potencial
antifangico, que ayuda a la disminucion del deterioro del tomate. La
concentracion de AEO varia dependiendo la composiciéon de el aceite, la cual
esta influenciada por la temporada de cosecha y la localidad geografica.

El efecto antifungico del AEO se ha observado en otros frutos diferentes
al tomate. En limones inoculados con P. digitatum fueron tratados con carvacrol
y timol (500 pL/L), y esto provocoé el 100% de la inhibicién del crecimiento del
hongo (Perez-Alfonso et al., 2012). En otro estudio, recubrimientos de quitosano
adicionados con AEO (5 uL/mL) fueron aplicados a uvas inoculadas con A.
niger, las cuales no mostraron crecimiento de este hongo a lo largo de los 12
dias de almacenamiento (Timoteo dos Santos et al., 2012). Haciendo una
comparacion entre las concentraciones de éstos trabajos y el presente estudio,
la mayoria de los trabajos anteriores mencionados son superiores a las de éste
estudio. Dentro de los factores que influyen en las discrepancias, esta la
utilizacién de diferentes especies de orégano, el estado de madurez de los
frutos, el tiempo y la temperatura de almacenamiento, el método de aplicacién

de los tratamientos y de inoculacién de los hongos.

Capacidad antioxidante de los tomates tratados con los recubrimientos
formulados

Se aplicaron los tratamientos de los recubrimientos formulados sobre los
frutos de tomate, los cuales fueron almacenados durante doce dias a 12.5 °C.
Se hicieron muestreos cada tres dias, a partir de los cuales se hicieron
extractos, y se les midi6 el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante, utilizando el ensayo de inhibicion del radical ABTS. En la Figura 9,
se muestra el contenido de fenoles tratados de los tomates a lo largo de los 12
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dias de almacenamiento. Donde se observa que el mayor contenido de fenoles
fue el del tratamiento de Pectina-AEO 15.7 mg/mL. Aunque, también fueron
mayores los valores de fenoles de los demas tratamientos, con respecto al
testigo. Sin embargo, la mayor actividad antioxidante fue al dia cero (4741.55
umol E Trolox por Kg de peso fresco) a la concentracion mayor de AEO
adicionada a los recubrimientos de pectina (36.1 mg/mL). Pero, a lo largo de los
dias de almacenamiento los valores de la actividad antioxidante fueron muy

similares.

En la Figura 10 (A), se presenta el efecto global de los tratamientos en
los 12 dias. En los frutos tratados con los recubrimientos formulados con
diferentes concentraciones de AEO se encontraron diferencias (p<0.05) en el
contenido de fenoles totales. Se observdé un incremento (p<0.05) en el
contenido de fenoles en los tomates tratados. Siendo el de mayor cantidad la
concentracion de 15.7 mg/mL (135.23 mg E acido galico por Kg de peso
fresco). Con esto, se puede visualizar que el incremento de fenoles totales es
atribuido a la adicion del AEO.

En la Figura 10 (B), se observa que conforme se aumento la
concentracion de AEO en los tomates tratados existié un incremento (p<0.05)
en la actividad antioxidante. La concentracion mas alta de AEO present6 una
concentracion de 1620.113 pumol E Trolox por Kg de peso fresco, siendo 2.12
veces mas que el contenido de fenoles totales presente en el testigo.
Comparando la cantidad de fenoles totales, entre la concentracion mayor de
AEO adicionado a los recubrimientos formulados y la concentracion baja e
intermedia, fue de 1.39 y 1.02 veces, respectivamente. Debido a que los
compuestos fendlicos estan relacionados con la capacidad antioxidante del
aceite, se midi6 la actividad utilizando el ensayo antioxidante ABTS.

Existen diferentes tecnologias que han sido utilizados para mejorar la
calidad de tomates y que han impactado la capacidad antioxidante. Donde el
aumento de fenoles totales, puede ser debido a que los tratamientos crean un

microambiente estresante los cuales activan enzimas del sistema antioxidante
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de pectina adicionados con AEO almacenados durante 12 dias a 12.5 °C.
*Diferente literal en columna indica diferencia (p < 0.05) entre las medias,
n=5
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(Jin et al., 2012). En un trabajo realizado con recubrimiento de suero de leche
deslactosado fue aplicado a tomate, incrementando la capacidad antioxidante
alrededor de 1.3 veces al dia 21, con respecto a los tratados con cloro (Ahmed
et al.,, 2013). En cambio, en tomates expuestos a aire enriquecido con AE de
canela (50 y 500 ppm), donde no hubo un efecto significativo en el contenido
total de fenoles (Tzortzakis, 2007). Por otro lado, frambuesas tratadas con
carvacrol, se observd un incremento en fenoles totales de 1.2 veces
aproximadamente con respecto al testigo (Jin et al.,, 2012). Otro trabajo
realizado con fresa tratada con timol, aumentd su capacidad aproximadamente
hasta 1.4 veces con respecto el testigo (Wang et al., 2007). Contrastando con el
presente trabajo, donde se obtuvo un incremento de 2.06 veces de fenoles
totales al dia 12. Esto se puede deber a que el AEO tiene mayor actividad con

respecto a otras especias como es la canela (Shan et al., 2005).

El aumento en la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles en los
frutos tratados con AEO o sus componetes, genera un alimento potencial con
propiedas extras que son benéficas a la salud. Esto se ha observado, al utilizar
extracto de O. vulgare (100 mg/mL), el cual presenté un efecto de apoptosis
sobre células Caco2 de cancer de colon (Savini et al.,, 2009). También ha
demostrado propiedades antiinflamatorias, como en el trabajo realizado con
AEO (O. vulgare 30 pug/mL) tuvo un efecto en la disminucion en la sintesis de
las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1 B y IL-6 (Ocafia-Fuentes et al., 2010).
Ademas, Yu (2013), encontré a carvacrol con un potencial cardioprotector,
reduciendo el tamafio del infarto miocardio en ratas y algunas enzimas
miocardias (Yu et al.,, 2013). A pesar de que existen trabajos que muestran
estos efectos benéficos a la salud, seria necesario hacer otros estudios que
comprobaran que los tomates aplicados con AEO tienen propiedades que

ayudan a mejorar la salud humana.
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Analisis Sensorial

Se hizo una prueba afectiva de olor y sabor de los frutos, utilizando una escala
hedénica desde (0) desagrada extremadamente a (10) agrada
extremadamente. Los tomates fueron cubiertos por los distinto tratamientos y se
almacenaron durante 10 dias a 12.5 °C, a partir de estos se hicieron jugos y se
dieron a probar al publico. La aceptabilidad en olor no tuvo diferencias (p>0.05),
Figura 11. Esto quiere decir, que el consumidor percibié como aceptable el olor
de los distintos tratamientos, como lo hace con el olor del testigo. La
aceptabilidad en sabor tuvo un efecto (p<0.05) en todos los tratamientos. Los
tratamientos testigo, pectina y la concentracion mas baja de AEO (15.7 mg/mL),
fueron los que tuvieron un evaluacion aceptable. A pesar que la mayor
calificacién la obtuvieron los tratamientos tratados con pectina, la concentracion
menor de AEO (15.7 mg/mL) fue estadisticamente igual al testigo. Sin embargo,
la concentraciones mayores (25.9 y 36.1 mg/mL) fueron las que presentaron un
efecto antifungico, solo que para la aceptabilidad de sabor no tuvo un resultado

favorecedor.

Uno de los factores que limitan el efecto antimicrobiano es el impacto
sensorial que puede producir el AE sobre los alimentos (Muriel-Galet et al.,
2013). Jugo de tomate con quitosano adicionado con extracto de Lithospermum
erythrorhizon (100 mg/L) fue aceptable sensorialmente, sin embargo, a esta
concentracion no hubo un efecto antimicrobiano (Giner et al., 2012). De lo
contrario, uva tratada con recubrimientos de quitosano y AEO (2.5 y 5 puL/mL)
produjeron un efecto antifingico con A. niger, sin embargo, sensorialmente no
fue aceptable. Asimismo, emulsiones de AE de canela fueron aplicado a fresa,
donde la concentracion que tuvo un efecto antifingico fue desagradable
moderadamente (0.005 g/mL) (Ortega-Ramirez, 2011). Lo anterior refleja el reto
gue presenta plantear el uso de aceites esenciales como aditivos alimentarios,
gue sean eficaces como antimicrobianos, antioxidantes y sensorialmente

aceptables por parte del consumidor.
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Ademas de ser utilizado como aditivo antioxidante y antimicrobiano en los
alimentos, el orégano es tradicionalmente usado en la preparacion de los
platillos italianos, griegos y mexicanos (Bansleben et al., 2010). Esto se debe a
qgue los compuestos bioactivos del orégano, proporcionan notas de aroma/sabor
caracteristico que hacen facil la combinacion con otros platillos. Entre estos
compuestos estan: a-tujeno (herbal, madera, verde) mirceno (balsamico,
especias), carvacrol (herbal), timol (herbal) y p-cimeno (herbal) (Acree y Arn,
2004, Ayala-Zavala et al., 2009). El arte tradicional del sazon de alimentos,
consiste generalmente en la adicidon de olores frescos, hierba y picante de las
hierbas y especias, de aqui que surja la idea, de que el AEO podria ser usado

como saborizante.
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CONCLUSIONES

Los recubrimientos antifUngicos de pectina adicionados con AEO
tuvieron un efecto antifngico en los frutos de tomate almacenados. La
concentraciones mayores de 25.9 y 36.1 mg/mL tuvieron el mayor efecto como
antifangico en los frutos de tomate inoculados. Ademas, que existio un
incremento en el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante de los
tomates tratados conforme se aumento la concentracion de AEO. En el andlisis
sensorial la concentracion mas baja (15.7 mg/mL), pectina y el testigo fueron las
de mayor aceptabilidad en sabor. Por lo tanto, La adicion de aceite esencial de
orégano en recubrimientos de pectina redujo el deterioro fangico, asi como
aumentod la capacidad antioxidante, y a bajas concentraciones otorg6é un sabor
aceptable a frutos de tomate.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere trabajar en el rango de concentraciones de AEO de 15.7
mg/mL a 25.9 mg/mL, la cuales pueden ser factibles para encontrar la
concentracion que sea aceptable sensorialmente en sabor y ademas que tenga
un efecto antifingico y antioxidante. Asi también, se sugiere evaluar factores
gue determinan la calidad del tomate a lo largo del almacenamiento como es:
pH, acidez titulable, peso, firmeza, solido solubles totales, color, tasa de
respiracion. Comprobar que los frutos de tomate adicionados con los
recubrimientos de pectina adicionados con AEO, podrian otorgar otras
propiedades bioactivas atribuidas al aceite como: antiinflamatorias,

anticancerigenas, cardioprotectoras, y neuroprotectoras.
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